多发性骨髓瘤（MM）疾病异质性强，患者个体间预后差异大，染色体不稳定性及其相关的细胞遗传学异常（cytogenetic abnormality, CA）是造成异质性的最主要原因[@b1]。当前常用的MM危险分层/预后评价体系主要包括R-ISS分期、国际骨髓瘤工作组（IMWG）2014/2016年危险分层标准、美国梅奥诊所mSMART 3.0等[@b2]--[@b5]，均已纳入了多种原发性或继发性CA，其中1q+、del（17p）、IgH重排\[包括t（4;14）、t（14;16）、t（14;20）\]及染色体核型del（13）被定义为高危细胞遗传学异常（high-risk CA，HRCA），均具有独立预后价值[@b4]。随着近年来新药和新疗法的不断涌现，高危亚型MM的疗效和预后得到改善，但并非所有高危MM患者都能从中获益。这对当前的危险分层和预后评价体系提出了新的挑战，即如何对现有高危MM进一步分层，以甄别出其中更高危的MM亚型。据此，本研究通过分析伴HRCA及不同遗传学异常组合患者的预后，探讨基于FISH细胞遗传学检测"双/三打击"类型的预后价值，以期为将HRCA及其与其他CA伴随的不同组合纳入MM危险分层/预后评价体系提供临床依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：筛查2009年11月至2018年5月在我院肿瘤中心住院治疗的所有316例初治MM患者。入组标准：诊断均符合2014年IMWG诊断标准[@b6]；具备血清学、骨髓细胞形态学、基线FISH检测结果\[包括1q+、del（17p）、del（13q）/13q14、t（11;14）、t（4;14）、t（14;16）\]，具有完整的随访资料，最终共182例符合上述条件者纳入本研究。

2．研究设计：根据2016年IMWG细胞遗传学危险分层标准[@b4]，参考国内外研究的FISH阈值[@b7]--[@b9]，对HRCA定义如下：1q+（cut-off值6.0%）、del（17p）（cut-off值20.0%）、t（4;14）（cut-off值7.3%）和t（14;16）（cut-off值7.0%），其他非HRCA包括del（13p）/13q14和t（11;14）。由于我院FISH检测指标中不包括t（14;20），且文献报道t（14;20）检出率≤1%[@b4],[@b10]，对统计分析结果影响较小，故该HRCA未纳入研究。本研究观察了携带不同数目CA患者的生存情况，并在Mayo mSMART 3.0提出的"双/三打击"概念[@b11]基础上，进一步比较了HRCA及其不同组合\[包括仅携带单一HRCA、1种HRCA伴非HRCA和≥2种HRCA（即"双/三打击"）\]的临床特征与生存情况。182例初诊MM患者（140例为CD138分选后FISH），40例仅携带单一HRCA（30例为分选后），36例为1种HRCA同时伴非HRCA（28例为分选后），20例为≥2种HRCA（17例为分选后）。上述未进行CD138分选骨髓标本中浆细胞比例均≥55%，57例未携带上述任何CA患者，因无法评价CA对预后的影响，未纳入生存分析。

3．治疗及疗效评价：治疗方案包括含蛋白酶体抑制剂（硼替佐米、卡非佐米）、免疫调节剂（来那度胺、沙利度胺）、细胞毒药物（美法仑、多柔比星、环磷酰胺）及自体造血干细胞移植（ASCT）的诱导、巩固和维持治疗。182例患者中位总体疗程数为4（1\~37）个，其中120例（66.0%）接受以硼替佐米为基础的治疗，48例（26.4%）接受以传统化疗或沙利度胺为基础的治疗，10例（5.5%）接受含来那度胺或卡非佐米的其他新药治疗，另有4例（2.2%）患者放弃治疗。此外，分别有16例（8.8%）接受了ASCT，18例（9.9%）进行了维持治疗。疗效判断依据2016年IMWG更新的疗效评价标准[@b12]进行。

4．随访：采用电话或查阅门诊、住院病历的方式进行随访。随访截止时间为2018年7月31日。总生存（OS）时间定义为MM确诊之日至死亡或随访截止日期；借鉴其他以非药物（或治疗）为主要目标的临床研究[@b13]--[@b15]，本研究将无疾病进展生存（PFS）时间定义为MM确诊之日至疾病进展、复发或死亡日期。

5．统计学处理：应用SPSS 22.0和Graphpad Prism 6.0软件进行统计学分析。百分率的比较采用*χ*^2^检验或Fisher精确概率法；生存分析采用Kaplan-Meier法，显著性检验采用Log-rank法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：本研究共纳入182例初诊MM患者，其中男101例、女81例，中位年龄61（30\~87）岁；IgG型83例、IgA型47例、轻链型42例、IgD型4例、不（寡）分泌型6例；DS分期：Ⅰ+Ⅱ期14例（7.7%），Ⅲ期168例（92.3%）；ISS分期：Ⅰ+Ⅱ期84例（46.1%），Ⅲ期98例（53.9%）；R-ISS分期：Ⅰ+Ⅱ期130例（77.1%），Ⅲ期39例（22.9%）；LDH正常124例（77.7%），高于正常上限（≥220 U/L）36例（22.3%）；骨髓浆细胞比例\<30%和≥30%分别占37.1%和62.9%。基线FISH检测结果：1q+异常占41.8%（等于和大于3拷贝者分别占18.3%和12.6%），del（17p）异常占12.1%，del（13q）/13q14异常占39.6%，del（1p）异常占13.1%，IgH重排占37.9%\[其中t（4;14）、t（11;14）、t（14;16）依次为13.2%、7.1%和1.6%\]。

2．伴HRCA及不同遗传学异常组合患者的临床特征比较：182例初诊MM患者中，仅携带单一HRCA组与1种HRCA伴其他CA（包括高危和非高危）组分别为40例和56例；另有86例未携带HRCA患者，因无法评价HRCA的影响，未纳入分析。组间比较显示：1种HRCA伴其他CA（包括高危和非高危）组平均年龄小于仅携带单一HRCA组（*P*=0.05）；骨髓瘤肾病发生率显著高于仅携带单一HRCA组（60.7%对22.5%，*χ*^2^=13.779，*P*\<0.001）。其他特征如男性、R-ISS Ⅲ期、血LDH升高、≥2系免疫不全麻痹虽亦更多见于1种HRCA伴其他CA（包括高危和非高危）组，但差异均无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 单一高危细胞遗传学异常（HRCA）及伴其他细胞遗传学异常（CA）患者的临床特征比较\[例（%）\]

  临床特征           仅携带单一HRCA（40例）   1种HRCA伴其他CA（56例）   *χ*^2^值    *P*值
  ----------------- ------------------------ ------------------------- ---------- ---------
  年龄                                                                            
   \<55岁                  9（22.5）                18（32.1）           1.073      0.300
   55～74岁                25（62.5）               35（62.5）           0.000      1.000
   ≥75岁                   6（15.0）                 3（5.4）            1.545      0.214
  性别                                                                            
   男                      18（45.0）               35（62.5）           2.890      0.089
   女                      22（55.0）               21（37.5）                    
  M蛋白                                                                           
   IgG                     20（50.0）               22（39.3）           1.088      0.297
   IgA                     11（27.5）               16（28.6）           0.013      0.908
   IgD                      1（2.5）                 2（3.6）            0.000      1.000
   轻链型                  7（17.5）                13（23.2）           0.462      0.497
   不/寡分泌型              1（2.5）                 3（5.4）            0.030      0.863
  DS分期                                                                          
   Ⅰ/Ⅱ期                   4（10.0）                 3（5.4）            0.216      0.642
   Ⅲ期                     36（90.0）               53（94.6）                    
  ISS分期^a^                                                                      
   Ⅰ/Ⅱ期                 20/40（50.0）             19/52（36.5）         1.678      0.195
   Ⅲ期                   20/40（50.0）             33/52（63.4）                  
  R-ISS分期^a^                                                                    
   Ⅰ/Ⅱ期                 30/38（78.9）             28/46（60.9）         3.182      0.074
   Ⅲ期                    8/38（21.1）             18/46（39.1）                  
  LDH（IU/L）^a^                                                                  
   \<220                 31/36（86.1）             32/46（69.6）         3.106      0.078
   ≥ 220                  5/36（13.9）             14/46（30.4）                  
  BMPC^a^                                                                         
   \<30%                 15/38（39.5）             15/54（27.8）         1.388      0.239
   ≥ 30%                 23/38（60.5）             39/54（72.2）                  
  初诊症状                                                                        
   高钙血症                6（15.0）                10（27.9）           0.137      0.711
   肾功能不全              9（22.5）                34（60.7）           13.779    \<0.001
   贫血                    29（72.5）               44（78.6）           0.472      0.492
   溶骨性病变              38（95.0）               50（89.3）           0.390      0.533
   髓外病变                 3（7.5）                11（19.6）           1.873      0.171
  免疫不全麻痹^a^                                                                 
   0～1                  10/34（29.4）             7/49（14.3）          2.820      0.093
   ≥2                    24/34（70.6）             42/49（85.7）                  
  最佳疗效^a^                                                                     
   sCR                    5/33（15.2）             10/54（18.5）         0.163      0.687
   CR                    10/33（30.3）             13/54（24.1）         0.409      0.523
   ≥VGPR                 20/33（60.6）             34/54（63.0）         0.048      0.826
   总反应                27/33（81.8）             43/54（79.6）         0.062      0.803

注：^a^数据为例数/检测或评估例数（%）。BMPC：骨髓浆细胞计数；sCR：严格的完全缓解；CR：完全缓解；VGPR：非常好的部分缓解

3．伴HRCA及不同遗传学异常组合患者的治疗及疗效：40例仅携带单一HRCA组与56例携带1种HRCA同时伴其他CA（包括高危和非高危）组患者治疗情况分布均衡，两组患者中位总疗程数均为4个；两组中分别有55.0%和64.3%的患者接受≥4个疗程的诱导治疗；67.5%和64.3%为以硼替佐米为主的治疗；两组间接受其他方案（包括传统细胞毒药物、沙利度胺；卡非佐米、来那度胺等新药）以及ASCT和维持治疗的患者比例亦相近（均*P*\>0.05）。但疗效分析显示：两组间近期疗效\[包括严格的完全缓解率、完全缓解率、深度缓解率（≥VGPR）以及总体反应率（ORR）\]差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。

4．携带不同遗传学异常数目对预后的影响：182例初诊MM患者中，携带1种CA 66例，2种CA 43例，≥3种CA 16例（其中3例携带4种CA）；57例未携带任何CA，因无法评价CA对预后的影响，未纳入分析。中位随访时间为17.4（0.8\~73.9）个月，生存分析显示：携带1种、2种和≥3种CA组，中位PFS时间分别29.9、27.1和11.2个月（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）；中位OS时间分别42.3、29.6和31.5个月（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。合并后分析，携带≥2种CA组和携带1种CA组中位PFS时间分别为15.5和29.9个月（*HR*=1.931，95%*CI* 1.154\~3.231，*P*=0.027）（[图1C](#figure1){ref-type="fig"}）；中位OS时间分别为29.6和42.3个月（*HR*=1.431，95%*CI* 0.776\~2.639，*P*=0.052）（[图1D](#figure1){ref-type="fig"}），前者较后者明显缩短。

![携带不同数量细胞遗传学异常（CA）的多发性骨髓瘤患者预后分析\
A、B：携带1、2、≥3种CA组间无进展生存、总生存的比较；C、D：携带1、≥2种CA组间无进展生存、总生存的比较](cjh-40-08-644-g001){#figure1}

5．伴HRCA及不同遗传学异常组合对预后的影响：≥2种CA组中共有16种不同高危/不良CA的组合，其中1q+伴del（13q）/13q14最为多见（36.0%），其次为1q+同时伴del（13q）/13q14，t（4;14）和del（17p）伴del（13q）/13q14（分别占12%和10%），1q+伴t（11;14）占8%，其他组合均只占2%\~5%。依据最近更新的mSMART 3.0分层，其中20例为≥2种HRCA（即"双/三打击"），36例为1种HRCA伴非HRCA，另有3例患者未携带任何HRCA。生存分析显示：1种HRCA伴非HRCA组和≥2种HRCA（"双/三打击"）组中位PFS时间分别为19.1和12.1个月，与仅携带单一HRCA组的32.2个月相比明显缩短（*HR*=1.681，95%*CI* 0.867\~3.262，*P*=0.040；*HR*=2.666，95%*CI* 1.259\~5.644，*P*=0.001）；中位OS时间分别为29.6和29.3个月，与仅携带单一HRCA组的42.3个月相比亦明显缩短（*HR*=1.431，95%*CI* 0.653\~3.135，*P*=0.021；*HR*=1.442，95%*CI* 0.568\~3.663，*P*=0.041）；而1种HRCA伴非HRCA组和≥2种HRCA（"双/三打击"）组间生存情况相近，中位PFS和OS时间差异均无统计学意义（*P*=0.248，*P*=0.774）（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}、[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。将1种HRCA伴非HRCA组和≥2种HRCA组合并后分析发现：1种HRCA伴其他CA（无论高危或非高危）组和仅携带单一HRCA组中位PFS时间分别为15.1和32.2个月（*HR*=2.126，95%*CI* 1.176\~3.843，*P*=0.005），中位OS时间分别为29.3和42.3个月（*HR*=1.442，95%*CI* 0.705\~2.950，*P*=0.011），前者明显缩短（[图2C](#figure2){ref-type="fig"}、[图2D](#figure2){ref-type="fig"}）。

![携带单一高危细胞遗传学异常（HRCA）及伴其他细胞遗传学异常（CA）组预后比较\
A、B:仅携带单一HRCA、1种HRCA伴非HRCA和≥2种HRCA（"双/三打击"）组间无进展生存、总生存的比较；C、D：仅携带单一HRCA与1种HRCA伴其他CA（包括高危/非高危）组间无进展生存、总生存的比较](cjh-40-08-644-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

尽管近20年内初诊MM的治疗取得了重大突破，但并非所有患者都能获益，一些患者长期预后较差，被视为高危MM[@b16]。研究表明，在高危MM患者中，多种危险因素共存者预后更差[@b17]--[@b18]，如何在初诊时发现和界定这类高危患者，仍存在很大挑战。在当前MM危险分层/预后评价体系中，基于FISH检测的细胞遗传学分层仍主要基于单一CA[@b2],[@b4]--[@b5]。2016年IMWG指出，2种高危/不良CA共存（约占20%）对预后的影响可能远远大于一种HRCA[@b4]。

近来，几项研究借鉴并引入了淋巴瘤中"双打击"的概念[@b19]，目前文献中主要有两种"双打击"MM的定义：一种为Walker等[@b20]基于二代测序提出的TP53双等位基因失活或ISS-Ⅲ伴TP53双等位基因失活和（或）CKS1B扩增的"双打击"MM，但作者指出必须通过深度测序，才能区分出TP53的双等位基因缺失与TP53缺失及1q扩增（≥4拷贝）与1q gain（=3拷贝）间的微小差别以确定该"双打击"亚型。由于该技术尚未在临床普及应用，且该定义未包括除1q+以外的其他HRCA，故临床推广可能受限。另一种为Mayo刚刚更新的mSMART 3.0分层[@b11]，HRCA定义为del（17p）/TP53突变、1q21+和不良IgH易位\[包括t（4;14）、t（14;16）和t（14;20）\]，并将具备上述任何≥2种HRCA定义为"双/三打击"，但目前尚未见临床数据报道。Walker等的研究中"双打击"患者仅占所有MM患者的6.1%，中位PFS和OS时间分别为15.4和20.7个月，其中位OS与2012年Boyd等[@b21]按≥2种不良CA定义的高危MM（21.7个月）相近，但中位PFS尚优于后者（11.7个月）。本研究中"双/三打击"患者的中位PFS时间（12.1个月）与Walker等[@b20]的结果相近，而中位OS时间（29.3个月）略优于上述两个研究[@b20]--[@b21]。尽管本组患者均未检测t（14;20），研究中对于HRCA的定义与mSMART 3.0略有不同，但借鉴文献报道[@b4],[@b10]，t（14;20）在所有MM患者中比例≤1%，故在HRCA及其不同组合的亚组中比例可能进一步降低，因此对统计分析结果影响较小。

2种HRCA对预后的影响已有少数报道[@b13],[@b15],[@b21]。MRC Ⅸ研究显示[@b21]：62%携带1种不良IgH重排\[包括t（4;14）、t（14;16）和t（14;20）\]的患者伴1q+，12.4%伴del（17p），将其定义为高危MM，其中位PFS时间为23.4个月，而这三种CA共存则预后最差，中位PFS时间仅为9.1个月。该项目的后续研究还显示，超二倍体（hyperdiploidy）伴1种HRCA患者的预后（OS和PFS）较不伴HRCA者更差[@b4]。但该研究主要以不良CA的数量（即0、1和\>1种CA）进行分组，未比较不同HRCA组合对预后的影响，且当时的治疗方案尚未包括目前一线新药，已不能完全反映目前新药时代的真实情况，正如作者所指出，新药（如硼替佐米）的应用已改变了某些不良CA\[如t（4;14）、del（17p）\]的预后价值，故该体系有待更新和进一步验证。本研究初始以不良CA的数量（即1、2和≥3种CA）进行分组，发现携带不同数目CA患者间存在生存差异，合并分析后（即1和≥2种CA）差异具有统计学意义，这一结果与MRC Ⅸ研究类似，再次强调了基于不同数目FISH细胞遗传学改变完善MM预后分层的重要性。更为重要的是，我们在CA数目分组的基础上同时比较了单一HRCA及其与其他CA的不同组合（即仅携带单一HRCA、1种HRCA伴非HRCA和≥2种HRCA）对预后的影响，且本组患者中约70%左右接受了含新药（包括硼替佐米、沙利度胺、来那度胺以及卡非佐米等）为主方案的诱导治疗，能够更加客观地反映当前新药时代HRCA的预后价值。我们发现携带1种和≥2种HRCA患者间可能存在一类与"双/三打击"预后相似的中间亚型（即1种HRCA同时伴非HRCA）。由此，我们认为1种HRCA同时伴其他CA（无论高危或非高危）患者预后均显著差于仅携带单一HRCA者。

综上，本研究证实了高危MM中的确存在mSMART 3.0中定义的预后更差的"双/三打击"亚型，强调了基于FISH细胞遗传学检测"双/三打击"的重要预后价值并进一步发现：1种HRCA同时伴非HRCA的生存（PFS和OS）与"双/三打击"患者相近，均显著劣于仅携带单一HRCA患者，这提示1种HRCA同时伴其他CA（无论高危或非高危）患者预后均显著差于仅携带单一HRCA者。由此，本组结果可能为在当前MM危险分层/预后评价系统中纳入和完善基于FISH细胞遗传学的"双/三打击"定义和指标提供有力临床依据，从而为进一步实现对初诊MM患者客观、准确地进行危险分层和预后评价以及针对高危患者制定更有效的个体化治疗方案等提供可能。
